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Résumé

Les informations sur le role des céphalopodes et particulierement de la seiche Sepia
officinalis Linnaeus, 1758, dans les cycles de vie des cestodes d’élasmobranches sont limitées.
Aucun cycle de vie des cestodes marins n'a été déterminé a ce jour, du fait que les stades
larvaires ne ressemblent pas a leurs adultes correspondants et sont donc difficiles a identifier
morphologiquement. Cependant, les techniques moléculaires permettent de surmonter cette
contrainte. Un échantillon composé de 8 larves plérocercoides de cestodes récoltées chez la
seiche Sepia officinalis, d’une larve plérocercoide obtenue chez le poulpe commun Octopus
vulgaris et d’un cestode adulte provenant de I’intestin d’une raie Raja asterias ont été
caractérisés moléculairement a partir d’une analyse des domaines D1-D3 et D2 de I’ADNr 288,
utilisés pour les identifications taxonomiques. Une analyse moléculaire préliminaire a montré
que les 10 individus étaient répartis en 3 sous-ensembles caractérisés chacun par un segment
d’ADN de taille variable pour le D1-D3, respectivement 1263 pb, 1289 pb et 1297 pb et de la
méme taille de 654pb pour le D2. Les résultats du BLAST de nos échantillons ont révélé une
identité génétique élevée de plus de 99% sur le D1-D3 et de 100% sur le D2 avec des
plérocercoides correspondants au genre Acanthobothrium. Des arbres phylogénétiques ont été
reconstruits a partir du modele du Maximum Likelihood. A notre connaissance, il s’agit d’un
premier signalement du cestode Acanthobothrium Blanchard, 1848 chez Sepia officinalis. A la
lumiere de ces résultats, nous avons proposé¢ deux cycles évolutifs partiels pour
Acanthobothrium sp. En augmentant la taille des échantillons hotes et parasites, en multipliant
les marqueurs moléculaires et en diversifiant les techniques moléculaires, les résultats a venir

seront plus exhaustifs.

Mots clés: Sepia officinalis (Linnaeus, 1758), phylogénie, cestodes-céphalopodes, marqueurs
moléculaires, ADNr 28S.
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Abstract

Information on the role of cephalopods, and in particular of the cuttlefish Sepia
officinalis Linnaeus, 1758, in the life cycles of elasmobranch cestodes is limited. No life cycle
of marine cestodes has been determined to date, as the larval stages do not resemble their
corresponding adults and are therefore difficult to identify morphologically. However,
molecular techniques make it possible to overcome this constraint. A sample composed of 8
plérocercoid larvae of cestodes taken from cuttlefish Sepia officinalis, a plérocercoid larva
obtained from the common Octopus vulgaris and an adult cestode from the intestine of a ray
Raja asterias were molecularly characterized by an analysis of D1-D3 and D2 domains of 28S
rDNA, used for taxonomic identifications. A preliminary molecular analysis showed that the
10 individuals were divided into 3 subsets each characterized by a DNA segment of variable
size for D1-D3, respectively 1263 bp, 1289 bp and 1297 bp and of the same size of 654 bp for
D2. The BLAST results of our samples revealed a high genetic identity of more than 99% at
D1-D3 and 100% at D2 with plérocercoids corresponding to the genus Acanthobothrium. The
phylogenetic trees were reconstructed from the maximum Likelihood model. To our
knowledge, this is the first report of the cestode Acanthobothrium Blanchard, 1848 in Sepia
officinalis. In light of these results, we have proposed two partial life cycles for
Acanthobothrium sp. by increasing the size of host and parasite samples, multiplying molecular

markers and diversifying molecular techniques, future results will be more comprehensive.

Key words: Sepia officinalis (Linnaeus, 1758), phylogeny, cestodes-cephalopods, molecular
markers, rDNA 28S.




Sommaire

Sommaire

Liste des figures

Liste des tableaux

Glossaire

INErOAUCEION ...cccivnnnnnericcsssssnnnriesssssnnssesssssssssnsssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnsssses 1

I. Synthése bibliographique

L1, Céphalopodes ......c.vvinniiiii e 3
L1.1 GENETaAlIteS ..neeneeee e, 3
| O IO O 1 101 1<) o 513 10 |1 <1 4
[.1.3. Distribution géographique et Bathymétrique ............................. 5

1.2. Sepia officinalis (Linnaeus, 1798)

[.2.1. Présentation de I’eSPece ......c.vvnniiiniiiiiiii i 6
L.2.2. DESCIIPLION ..uvtitieiti e et et e e e 7
[.2.3. ECOIOZIC ..t e e e e 8
[.2.3.1. Distribution géographique ...........ccooviiiiiiiiiiiiiiieens 8
1.2.3.2. Distribution Bathymétrique ...............coooiiiiiiiiiiiiiiinn, 8
[.2.3.3. Facteurs €cologiqUues .........ovuiiiiiiiiiiiiiiiieiieeiienieeeann, 9
[.2.3.4. Régime alimentaire .............oovveiiiiiniiiiiiiiieieenienennn. 10
1.2.4. Sepia officinalis dans les pécheries................ccooiiiiiiiiinnn.... 11
L3, ParasitiSIme ......ueieiii et 12
1.3.1. Parasitisme chez les céphalopodes .............cccoviiiiiiiiiinn.n. 13
L.3.2. CeStOAES .nveniiee et 13

[.4. Notions de phylogénie............coeiiiiiiiiii i, 16




LA 1. GENETalites ..o.voniii i 16
[.4.2. Phylogénie moléculaire ..............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
1.4.3. Modge¢les et méthodes de la phylogénie moléculaire ................... 18

I1. Matériels et méthodes
TLTMAtErie] . ..o 22
IT.1.1. Matériel biologique ......coovvviriiii i e, 22
I1.1.2. Matériel non biologique .........c.oviiiiiiiiiiiiiii i 22
I1.1.2.1. Matériel de laboratoire .............cooviiiiiiiiiiiiiiineean 22
I1.1.2.2. Séquences nucléotidiques ..........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiieann, 23
I1.1.2.3. Outils bioinformatiques .............coooeviiiiiiiiiiiiiiieeannn... 25
IL2. MEthOAES ... e e e 26
IL2.1. Prélevement ........oouuieiiii e, 26
I1.2.2. Identification moléculaire ...............cooviiiiiiiiiiiiiii i, 27
I1.2.3. Analyse bioinformatique ..............ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 28
IL2.3. 1. BLAST .ot e 28
I1.2.3.2. Alignement multiple avec ClustalW ........................ ... 28
I1.2.3.3. Reconstruction de la phylogénie .................cceviiiiiiinnin. 29
L ] L 30
IV. DiSCUSSION «eviuniiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiiiiintiiiieteiiesteeissceessscesnsscsnsscnns 35
L @17 110 L1 ] 1) e 42
Références bibliographiques .......ccccoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinercsennnes 44

ATIINICXE 1uueeerneeeeeeeeseeeeeesesesessssessssesassssessssssssssssssssssasssssassssssassssos 49




Liste des figures

Figure 1 : Biodiversité des céphalopodes dumonde ...............coooiiiiiiiiiiiii i, 3
Figure 2 : Répartition bathymétrique des céphalopodes ............cooiiiiiiiiiiiiiiiii. 5
Figure 3 : Schéma représentant les caractéres morphologique de Sepia officinalis ............. 7
Figure 4 : Aire de distribution de Sepia officinalis ................ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiien. 8
Figure S : Evolution des captures mondiales de seiche de Sepia officinalis ..................... 12
Figure 6 : Représentation schématique de 1'anatomie des cestodes ...............oovvviienennnt. 14

Figure 7 : Les différentes représentations d’un arbre phylogénétique et les groupements

POSSIDIES @ tAXOMNS .. .utittit ittt e 17
Figure 8 : Représentation schématique du gene de 'ADNr28S ... 18
Figure 9 : Représentation des valeurs du bootstrap sur un arbre phylogénétique ............... 21

Figure 10 : Spécimens de Sepia officinalis péchée au niveau d’ Ain Tagourait, Wilaya de Tipaza

Figure 11 : Dissection des deux individus Sepia officinalis ..................cccooveiiiiiiini.... 26
Figure 12 : Organes internes de I’individu male de Sepia officinalis ............................ 27

Figure 13 : Larve de cestode (signalée par la téte de fleche noire) observée sous une loupe
binoculaire au niveau de I’estomac d’un spécimen male de Sepia officinalis .................... 27

Figure 14 : Workflow de I’identification moléculaire des parasites trouveés .................... 28

Figure 15 : Arbre phylogénétique reconstituant les relations des larves de cestodes récoltées
chez Sepia officinalis Linnaecus 1758 péché dans les eaux du littoral algérois

Figure 16 : Arbre phylogénétique construit a partir des séquences D2 des cestodes récoltées
chez Sepia officinalis, Octopus vulgaris et Raja asterias du littoral algérois ainsi que 24
séquences de GenbanK ............oiiiiiitiii i 35

Figure 17 : Proposition de cycle évolutif pour Acanthobothrium sp dans les eaux
ALEETICTINGS . . ¢ttt e e e 43

Figure 18 : Proposition de cycle évolutif pour Acanthobothrium sp dans les eaux
ALEETICTINGS . . ..ottt ettt e e 43

Figure 19 : Organisation générale des génes ribosomaux sur I’ADN eucaryote et représentation
de ’emplacement dudomaine DI1-D3...... ... i i 54




Liste des tableaux

Tableau I : Les caractéristiques les plus communes de Sepia officinalis ............................6
Tableau II: position systématique de Sepia officinalis ..............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiniiinnn. 6
Tableau III : Composition des proies de Sepia officinalis ................ccccooviiiiiiiiiiiin... 10
Tableau III (suite) : Composition des proies de Sepia officinalis ................ccccccoooni... 11
Tableau IV : Taxons parasitaires infectant les céphalopodes .................oovviiiiiin.. 13

Tableau V : Nombre d'espéces valides de chaque ordre de cestodes et les principaux groupes
VEITEDIES NOtES ... 15

Tableau VI : Caractéristique des algorithmes d’inférence les plus courants et les logiciels
bioinformatiques les prenant €n Charge ............ooeiiiiiiiiiii i 19

Tableau VII : Comparaison des forces et faiblesses relatives des méthodes les plus courantes
de reconstruction PhylogENIqUE .........cuiitiiiii i e e 20

Tableau VIII : Résultats du BLAST présentant les plus grandes similitudes
0S4 1C] 31 0 P 30

Tableau IX : Taxa obtenus de Genbank, inclus dans 1’analyse phylogénétique .................31

Tableau IX (suite) : Taxa obtenus de Genbank, inclus dans [ analyse
PRYIOZENETIQUE. . ... e e 32

Tableau X: Liste des especes Acanthobothrium trouvés chez des élasmobranches en
MEAIEEITANEGE ... e e ettt e e e e et e et e et et 39

Tableau XI : Elasmobranches du littoral algérien pouvant constituer des hotes définitifs pour
ACARERODOIRFIUN ... . oo e e et e eaeaes 40

Tableau XII: Espéces proies communes entres Sepia officinalis et Octopus vulgaris, chez
lesquels des larves de cestodes ont €€ ODSEIVES ........oviiiiiiiiiiiiii i, 41

Tableau XIII (annexe) : amorces utilisées pour les PCR avec indication du sens de la séquence
et 1a TefETeNCe ... ..o, 53




Glossaire :

Elasmobranches : sous-classe de poissons cartilagineux comprenant les raies et les
requins.

E-value : le nombre total des alignements retrouvés dans d'autres banques de données,
ayant un pourcentage d’identité supérieur a celui obtenu dans Genbank. plus la valeur
est petite, plus ’alignement est fiable.

Forme FASTA : est un format de fichier texte utilisé pour stocker des séquences
biologiques de nature nucléique ou protéique.

Genbank : base de données de NCBI, regroupant une collection annotée de séquences
génétiques accessibles au public.

Héte intermédiaire : est un hote chez lequel le parasite va subir une évolution
larvaire et/ou va effectuer sa reproduction.

Hote Paraténique : hote facultatif chez lequel la forme du parasite reste a I'état
dormant, sans obligation de réaliser le cycle en attendant d'étre ingéré par I'hote
définitif.

Monophylie : qualification d'un groupe taxonomique comprenant tous les descendants
d'un individu.

Paraphylie : qualification d’une lignée ne regroupant qu'une partie des tous les
descendants d'un ancétre.

Plérocercoide : Forme larvaire de certains parasites qui se développe dans divers
organes de poissons ayant intégré des crustacés infestés par des larves procercoides.
Procercoides : une forme larvaire des Cestodes Pseudophyllidiens.

Query cover (couverture de requéte) : valeur indiquant 1’étendue de I’alignement de
la séquence requéte et la séquence trouvée dans Genbank.

Ressources halieutiques : tous les animaux/ végétaux aquatiques exploités par
I’homme.

Site informatif de parcimonie : est une position dans I’ensemble pertinent de

séquences qui donne des informations sur les relations évolutives entre les taxons.




Abréviation :

S. officinalis : Sepia officinalis

Ra: Raja asterias

OV: Octopus Vulgaris

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version X
NCBI : National Center For Biotechnology Information
MCMC: Markov chain Monte Carlo

ML : Maximum Likelihood (Maximum de vraisemblance)

MP : Maximum parcimonie

NJ: neighbour-joining

UPGMA: Unweighted pair group method with arithmetic mean
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Introduction

La moitié des especes vivantes sur terre sont des especes parasites et I’autre moitié leur sert
d’hotes. En effet, tous les organismes vivants hébergent des parasites (Guégan et al., 2012). La
diversité de ces créatures est considérable, tant en especes qu’en taille (de quelques microns a

plusieurs meétres), cycle et mode de vie.

Pourtant, le parasitisme en milieu marin reste encore largement méconnu pour différentes raisons,
tels 'immense étendue marine, la dispersion et la mobilité des especes marines et la difficulté

d’accés a certains environnements, tels les fonds marins (Poulin et a/., 2016).

Les céphalopodes sont des hotes importants dans la transmission et les cycles de vie de plus de
200 espéces parasites différentes (Pascual et al., 1996; Petri¢ et al., 2011; Roumbedakis et al.,
2018). Ils constituent un environnement favorable pour les larves de nombreux parasites (Gonzalez

et al., 2003), particulierement les cestodes.

Cependant, les larves des parasites de la classe des cestoda sont difficiles a identifier avec précision
en utilisant les critéres morphologiques (Jensen et Bullard, 2010; Caira et al., 2020); La raison
étant que les stades larvaires des cestodes ne ressemblent pas a leurs adultes, ce qui entraine de
nombreuses confusions et erreurs dans 1’identification (Caira et Jensen, 2014). Par conséquence,
aucun cycle de vie des cestodes marins n'a ét¢ déterminé a ce jour (Jensen et Bullard, 2010) et ceci
a des implications pour la compréhension de leurs rdles dans les écosystémes et leurs voies de

transmission.

Neéanmoins, le développement des techniques moléculaires a permis de résoudre le probleme des
identifications taxinomiques des larves de cestodes et d’offrir de nouvelles perspectives pour
combler les lacunes sur leurs cycles de vie (H. S. Randhawa, 2011). Les travaux utilisant cette
approche sur les parasites des céphalopodes n’ont cessés d’augmenter ces derniéres années
(Brickle et al., 2001; Holland & Wilson, 2009; Jensen & Bullard, 2010; Guardone et al., 2020;
Tedesco et al., 2020), mais jusqu’a ce jour aucun n’a été réalisé sur la seiche commune Sepia
officinalis Linnaeus, 1758, I'un des céphalopodes les plus commercialisés dans toute la mer

Méditerranée.

En Algérie, les travaux sur la seiche commune (S. officinalis) sont trés rares malgré son importance
dans les pécheries. Ils ne se sont intéressés qu’a la biologie, I’écologie et 1’exploitation de cette
espeéce (Kennouche, 2017). L’aspect parasitologique est important a prendre en considération car

il ne renseigne pas uniquement sur I’état des stocks et leur condition sanitaire, mais il peut
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Introduction

également servir a prévenir le risque d’infestation di a des especes potentiellement porteuses de

zoonoses (le nématode Anisakis par exemple).

Dans le cadre de notre PFE, réalisé a la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie de ’'USDB

Blida 1, nous nous sommes donné comme objectifs :
1- la recherche et I’identification des parasites de la seiche Sepia officinalis Linnaeus, 1758.

2- I’identification la plus précise possible des larves de cestodes a 1'aide de marqueurs

moléculaires (ADNr 28 S).

3- la détermination de cycles évolutifs des helminthes identifiés.

Page 2



I. Synthese
bibliographique



L.Synthése bibliographique

I.1. Céphalopodes
I.1.1. Généralités

Les céphalopodes sont une classe d’animaux carnassiers exclusivement marins et
extrémement diversifiée, appartenant a la famille des mollusques; cette classe contient plus de 800
especes décrites (Sanchez et al., 2018). Les lignées toujours existantes sont subdivisées en deux
sous-classes : Nautiloidea qui n'est représentée que par une poignée d'espéces récentes et
Coleoidea qui est en évolution rapide et qui a divergée en deux super-ordres (les décapodiformes
et les octopodiformes). Les céphalopodes coléoides contrairement aux nautiloides n'ont pas de
coquille externe. Certains, comme les seiches (famille des Sepiidae), ont une coquille calcifiée
interne ou un phragmocodne ; tandis que pour d’autres, la coquille a été réduite a un glaive ou

completement perdue (Sanchez et al., 2018).

Ces animaux sont considérés comme a la fois attrayants et énigmatiques, certains disent qu’ils
ressemblent a des extraterrestres et d’autres trouvent que ces créatures qui fascinent les humains
depuis des milliers d'années sont tout simplement des merveilles de la nature. Cela en raison de
leurs formes corporelles, apparences colorées, capacités cognitives complexes et de leur étrangeté

globale assez inhabituelle chez les animaux (Figure 1).

Figure 1. Biodiversité des céphalopodes du monde
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I.1.2. Caractéristiques

Le mot " Céphalopode " dérive de ’'union de deux mots grecs " képhalé " qui signifie
« téte » et " podos " qui se traduit par « pied ». Ces mollusques ont une couronne d'appendices
mobiles (bras ou tentacules) attachés directement a la téte et entourant la bouche, ainsi qu’une
paire de machoires chitineuses (becs). entre les deux grands yeux situés de chaque coté de la téte,
se trouve un grand cerveau qui peut avoir plus de 30 lobes distincts et 150 millions de minuscules

cellules nerveuses (Hanlon et al., 2018).

En plus de cette forme originale, les adultes de ces créatures fascinantes présentent une grande
variété de tailles corporelles. Certains sont énormes, tels que les calmars géants (Architeurhis et
Moroteuthis) qui peuvent atteindre des longueurs totales de 20 m ou plus (Kinne, 1980) et certains
sont tres petits, moins de 1 cm (Jereb et Roper, 2005) telle que la pieuvre a anneaux bleus, tres

dangereuse malgré sa petite taille (quelques millimétres), car venimeuse.

Les céphalopodes présentent une grande diversité de couleurs, certains d’entre eux comme les
poulpes, les calmars, les seiches et les nautiles sont parmi les plus beaux animaux de la planéte.
I1s sont considérés comme les caméléons de la mer en raison de I’une de leurs qualités tres spéciale,
connue sous le nom de coloration adaptative rapide (Hanlon et al., 2018), une des conséquences
de la réduction de la coquille et I’exposition de la surface extérieure du manteau. Cette capacité a
changer la structure de leur peau et leur apparence générale en une fraction de seconde est due au
développement de photophores bioluminescents qui produisent des motifs colorés changeants
ressemblant a des bijoux (Hanlon et al., 2018). Leur peau constitue donc la clé d’un large éventail
de comportements adaptatifs : camouflage, alarme, menace, fuite devant les prédateurs et
attraction des partenaires, mais aussi de communication aux niveaux intraspécifique et

interspécifique.

En tant que prédateurs actifs et proies pour de nombreuses autres créatures marines, ces invertébrés
a corps mou sont sans égal en termes de mobilité (Kinne, 1980), dotés d'une gamme compléte
d'organes sensoriels, d'un cerveau développé et de capacités cognitives complexes. De plus, la
plupart des coléoides produisent un fluide sombre et visqueux, « I'encre », cette substance unique
peut prendre la forme de 1’animal ou d’un nuage aveuglant (Jereb et Roper, 2005) pour désemparer

les prédateurs et masquer la manceuvre de fuite de ce fin stratége.
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I.1.3. Distribution géographique et bathymétrique

Les céphalopodes vivent dans tous les océans du monde, de 1’ Arctique a 1’ Antarctique. Ils
occupent une vaste variété d'habitats, des zones néritiques (eaux cotieres peu profondes) aux zones
océaniques, des zones épipélagique jusqu’aux profondeurs trés froides de plus de 5000 m (Figure
2) et méme sous la glace dans les mers polaires. Mais aucun de ces mollusques n'est présent dans
I'eau douce, et seuls quelques-uns peuvent tolérer des salinités 1égerement inférieurs a celles des

eaux océanique (Hanlon et a/., 2018).

Ces derniéres années des changements de distribution et une prolifération mondiale des
céphalopodes ont été signalés, qui pourraient étre attribués a leur forte plasticité phénotypique. Ce
qui met en évidence la capacité de ces especes a €largir leur distribution, suggérant ainsi une future

extension de leur aire de répartition (Schickele et al., 2021).
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Figure 2. Répartition bathymétrique des céphalopodes ( Hanlon et al., 2018 ; Gestal et al.,
2019, modifié)

Page 5



LSynthése bibliographique

1.2. Sepia officinalis (Linnaeus, 1758)
I.2.1. Présentation de I’espéce

Sepia officinalis (Linnaeus, 1758), est une espece de céphalopode appartenant a I'ordre des
Sepiida (Tableau II). Cet animal extrémement intelligent, doté de capacités a la fois stupéfiantes
et intrigantes (Tableau I), est parmi les créatures marines les plus appréciées et étudiées au monde.
Ce qui lui a permis d’étre connu sous plusieurs noms et pour certaines caractéristiques qui sont

résumés dans le tableau suivant :

Tableau I. Caractéristiques les plus communes de Sepia officinalis

commun Seiche commune
Noms | Locaux Sepia ; seiche ; choubei

Synonymes | Sepia filliouxi (Lafont, 1869) ; Sepia mediterranea (Ninni, 1884)

Camouflage |Ce virtuose de I’imitation est capable de changer instantanément de

adaptatif couleur pour se fondre dans son environnement.

Capacités La seiche se sentant en danger, adopte une stratégie pour se protéger ;

Jetd’encre | une substance noire projetée enveloppe le prédateur qui se retrouve
dans I’obscurité. Une fois le nuage noir dissipé, nulle trace de la
seiche.

La position systématique de la seiche commune est la suivante :

Tableau II. Position systématique de Sepia officinalis

Reégne Animal

Embranchement Mollusques

Classe Cephalopoda Cuvier, 1797
Sous-classe Coleoidea Bather, 1888
Superordre Decapodiformes Young et al. 1998
Ordre Sepiida Naef, 1817

Famille Sepiidae Keferstein,1866

genre Sepia Linnaeus, 1758

Espece officinalis Linnaeus, 1758
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1.2.2. Description

La seiche commune posséde huit bras courts et deux tentacules longs (bras préhensiles qui
peuvent étre invaginés dans une poche spéciale et brusquement projetés pour la capture des proies)
munis de ventouses qui ne sont pas seulement des organes de préhension mais contiennent
également des cellules sensorielles pour le toucher et le gotit (Hanlon et al., 2018). Ces dix bras
forment une couronne entourant la bouche et deux yeux volumineux qui ont des pupilles en forme
de «W». Les males se distinguent par le bras ventral gauche (bras hectocotyle) qui est un organe

de copulation (Figure 3).

Le reste du corps est constitué d’un manteau (pallium) ovoide aplati dorsoventralement bordé par
deux nageoires latérales larges dont les mouvements ondulatoires permettent a la seiche de se
déplacer ou de maintenir sa stabilité. Le repli du manteau forme la cavité palléale qui est accessible
depuis une fente fermée de part et d’autre par des boutons de pression et qui se situe a la limite
postérieure de la téte; cette dernicre est surmontée d'un entonnoir (Figure 3) qui permet d’aspirer
I’eau puis de I’expulser avec force, propulsant ainsi la seiche rapidement au loin. Le manteau de
S. officinalis peut atteindre jusqu’a 49 cm de longueur au maximum (Jereb et Roper, 2005), mais
les individus de 15 a 25 cm sont plus communs. Il est fortement pigmenté surtout sur la face dorsale
qui est caractérisée par un motif fait de rayures zébrées ou marbrées de blanc et de brun, variant
en fonction de I’environnement et des situations. Cette face est plus rigide, en raison de la présence
du sépion (os de seiche) qui est une coquille calcaire. Le sépion régule la flottabilité des seiches,

de sorte qu'elles peuvent planer a n'importe quelle profondeur (Hanlon et a/., 2018).
Bouche bras préhensile

"\ Q/f‘“ﬂm

S Hectocotyle

\
;

Entonnoir

Boutons
de
pressions

/ u
I

Massue Ve ventrale
tentaculaire du sépion ‘Vue dorsale

Ve ventrale

Figure 3. Schéma représentant les caractéres morphologique de Sepia officinalis
(Pfurtscheller, 1905; Jereb & Roper, 2005 modifié)
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1.2.3. Ecologie
1.2.3.1. Distribution géographique

L’aire de répartition de S. officinalis couvre toute la mer Méditerranée ( bassin occidental,
mer Adriatique, mer Ionienne, mer Egée et bassin Levantin). Elle s’étend de 1'Atlantique Nord-
Est, depuis la cote irlandaise et les cotes orientales et occidentales de I'Ecosse, jusqu'aux cotes
Nord-Ouest de I’Afrique, a la frontiere entre la Mauritanie et le Sénégal. Elle est également
présente dans les régions centrale et méridionale de la mer du Nord, ainsi que dans la Manche

(Jereb et Roper, 2005; Jereb et al., 2015; Hanlon et al., 2018; Seraphin et al., 2019) (Figure 4).

Des découvertes sporadiques ont été faites autour des iles Féroé, au sud des iles Shetland et sur les
cotes ouest de la Norvege jusqu'a Trondheim. Cependant, ces relevés nordiques sont probablement

dus a des incursions occasionnelles dans les eaux de 1'Atlantique. (Jereb et al., 2015; Seraphin et

al., 2019)

Figure 4. Aire de distribution de Sepia officinalis (Jereb et al., 2015)

1.2.3.2. Distribution Bathymétrique

La seiche S. officinalis est une espéce néritique, démersale ou nectobenthique, c¢’est-a-dire
qu’elle a tendance a vivre pres ou sur le fond du plateau continental. La morphologie de la coquille
limite sa gamme de profondeur du littoral (2 a 3 m de profondeur) jusqu'a environ 200 m; elle est
plus abondante dans les 100 m supérieurs (Jereb et al, 2015). Ces expertes du camouflage

préferent les fonds sableux et vaseux couverts d'algues et de graminées marines, car elles peuvent
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mieux s’y dissimuler. La plupart des individus passent la journée enfouis dans le sable et ne

deviennent actifs qu’a la tombée de la nuit en se mettant a la recherche de leurs proies.

Cet animal au comportement grégaire subit des migrations saisonni€res en rapport avec la
reproduction. Les gros individus migrent des eaux plus profondes au début du printemps vers les
eaux cotieres, les males précédant les femelles. Ce groupe est suivi des arrivées successives
d’animaux plus petits tout au long de 1'été (Jereb et Roper, 2005). Aprés I’accouplement, la ponte,
I’éclosion ainsi que la mort des géniteurs, les juvéniles demeurent prés de la cote pendant les mois

d’été a proximité des frayeres et regagnent les zones d’hivernage plus au large en automne.

1.2.3.3. Facteurs écologiques

La vie dans les eaux cotieres expose cette espece a des conditions hydrologiquement
instables, et de ce fait, S. officinalis est apparemment capable de supporter des environnements
changeants, non seulement pendant sa phase adulte, mais également au début du stade juvénile.
Elle est relativement tolérante aux variations de salinité, contrairement & beaucoup d’autres
céphalopodes. Des spécimens ont été observés en Méditerranée dans des lagunes cotiéres a une
salinité de 27 PSU (Jereb et al., 2015) et des études ont montré que les jeunes et les adultes peuvent
survivre pendant un certain temps a des salinités de 18 = 2 PSU si ils s’acclimataient lentement.
Cependant, d’autres études réalisées sur des ceufs collectés dans le sud-ouest des Pays-Bas ont
montré qu’en dessous de 22,4 PSU, les embryons présentent des malformations morphologiques

(Jereb et al., 2015).

De plus, la tolérance thermique de la seiche commune est limitée entre 10 et 30 © C; en dehors de
cette limite elles ne se nourrissent plus, restent inactives et meurent en quelques jours. Cela peut
s’expliquer par la diminution de la concentration en oxygene dans 1’eau (2 des températures au-
dessus de la limite supérieure), et de I’affinité de cette espece pour l'oxygene (a des températures

<10 °C).

Les expériences de Ward et Boletzky (1984) menées sur S. officinalis, ont montré qu’elle ne peut
descendre qu'a des profondeurs ou la pression atmosphérique est inférieure a la résistance
mécanique de la coquille remplie de gaz qui, au-dela, implose. Les sépions de gros spécimens
implosent entre 150 et 200 m, tandis que les embryons a un stade avancé de développement et les

animaux nouvellement éclos implosent entre 50 et 100 m.
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1.2.3.4. Régime alimentaire

S. officinalis en tant que prédateur actif et vorace, a une large gamme de régimes
alimentaires. Les proies préférentielles de cet opportuniste trophique sont les crustacés et les petits
poissons osseux (Tableau III); les mollusques, les polychetes et les vers némertiens sont des

proies secondaires ou accidentelles.

La taille de ces animaux carnassiers joue un role dans leur alimentation. Etant donné que les
nouveaux nés sont des adultes en miniature, ils commencent a chasser des leur premier ou
deuxieme jour mais ne s’attaquent qu’a de petites proies. Les amphipodes, les mysidacés, les
crevettes et d'autres petits crustacés, qui pullulent généralement dans de grands bancs justes au-
dessus du fond, constituent le repas préféré de ces jeunes seiches (Jereb et al., 2015). Les grands
spécimens quant a eux ne s’arrétent pas aux petites proies citées auparavant, ils s’attaquent
¢galement a des proies relativement grandes et méme aux petits de leur propre espece (Tableau
III). Les cas de cannibalisme chez S. officinalis ne sont pas rare et débutent au stade juvénile (Jereb

etal., 2015).

Tableau III : Composition des proies de Sepia officinalis
(Castro et Guerra, 1990; Jereb et al., 2015)

Taxon Espéces proies
Ammodytidae | Ammodytesto bianus
Anguillidae Anguilla anguilla
Atherinidae Atherina presbyter
Belonidae Belone belone
Bothidae Arnoglossus laterna
Callionymidae | Callionymus lyra
Carangidae Trachurus trachurus
Clupeidae Sardina pilchardus
Gadidae Trisopterus luscus
Aphia minuta, Deltentosteus quadrimaculatus, Gobius
Osteichthyes | ,piidae niger, G. paganellus, Lesueurigobius friesii,
Pomatoschistus minutus, P. pictus, Pomatoschistus
Gobiesocidae Lepadogaster
Labridae Symphodus
Moronidae Dicentrarchus labrax
Mullidae Mulluss urmuletus
Soleidae Buglossidium luteum
Sparidae Spondyliosoma cantharus
Syngnathidae Syngnathusacus, S. typhle
Trachinidae Echiichthys vipera
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Tableau III (suite). Composition des proies de Sepia officinalis
(Castro et Guerra, 1990; Jereb et al., 2015)

Taxon Espeéces proies
Ampelisca brevicornis, A. spinipes, Caprelloidea indet,
Amphipoda Dexamine spinosa, Echinogammarus marinus, Phtisica
marina, Gammaridea indet.
Mysida Mesopodopsiss labberi
Decapoda Astecus leptodactylus, Pagurus bernhardus, Pisidia
Crustacés Penaeiodea longicornis, Porcelana platycheles, Crangon crangon,
Astacide Crangonidae indet, Palaemon adspersus, P. serratus,
Anomura Philocher asfasciatus, Processa edulis, Asthenognathus
Brachyura atlanticus, Atelecyclus undecimdentatus, Carcinus
Caridea maenas, Liocarcinus corrugatus, L. depurator, L.

marmoreus, L. navigator, Necorapuber, Pilumnus
spinifer, Macropodia rostrata, Maja squinado, Polybius
henslowi, Macropipus tuberculatus (ou M. vernalis),
Dorippe lanata.

Gastropoda
Haliotididae | Haliotis tuberculata
Mollusques Trochidae Patella vulgata
Patellidae
Céphalopoda:
Sepiidae Sepia elegans, S. officinalis
Bivalvia Mpytilus edulis, Polititapes virgineus
Vers Polychaeta Marphysa spp.
Nemertea Indéterminé

1.2.4. Sepia officinalis dans les pécheries

S. officinalis est considérée parmi les ressources halieutique majeures et l'une des espéces
les plus importantes pour la péche aux céphalopodes dans de nombreux pays, tant en Méditerranée
que dans les eaux atlantiques. Les captures mondiales de cette espéce ont augmenté ces dernicres
années (Figure 5), Elles sont passées de 3 700 tonnes en 1950 a environ 22 604 tonnes en 2016
(FAO, 2021). Les débarquements les plus importants sont enregistrées en Italie, France et Tunisie
en Méditerranée et au large de I'Afrique de 1'Ouest par les flottes marocaines et espagnoles. Cette

derniere a réalisé les plus grosses prises pendant de nombreuses années (Jereb et Roper, 2005).

En Algérie, les prises commerciales se font par le chalut benthique a deux faces en tant que prise

accessoire avec les poissons démersaux. La péche artisanale se fait par la pratique de certaines
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techniques saisonniéres telles que le trémail, la turlute (en barque ou a partir d’'un quai) et la
méthode dite « a la femelle », qui se pratique pendant la saison de reproduction et consiste a laisser
une femelle a la traine du bateau, au bout d’une corde assez courte. Les males attirés par I’odeur,

viennent en grand nombre et la capture se fait a 1’épuisette (Kennouche, 2017).

La seiche commune est généralement commercialisée fraiche ou congelée tout au long de I’année
et constitue un aliment trés appréci€¢. Mais malheureusement les informations disponibles sur la
péche des seiches dans les eaux algériennes sont insuffisantes pour évaluer 1’état du stock et son
exploitation.
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Figure 5. Evolution des captures mondiales de seiche de Sepia officinalis
(FAO, 2021)

1.3. Parasitisme

Le parasitisme est défini comme une association étroite de deux organismes non
apparentés, dans lesquels I'un (le parasite) dépend de l'autre (I'hote) pour un certain bénéfice
(Klaus, 2005). Cet avantage est souvent la nutrition, le transport et la protection, mais I’hote permet
également le développement et la survie des différents stades du parasite ou de sa reproduction
(Klimpel et al., 2019). Ce processus affect ’hote de différentes maniéres (anémie, carence
alimentaire, intoxication, altération des fonctions organiques vitales, infections secondaires par
microorganismes pathogenes...) générant ainsi une pression de sélection et d'adaptation (Guégan
et al., 2012). Pour cela, les parasites peuvent étre caractérisés comme une force motrice de la

diversité génétique et 1'évolution de leurs organismes hoétes (Klimpel et al., 2019).

Les cycles de vie des parasites peuvent étre directs, impliquant un seul hote, ou indirects, dans
lequel plusieurs hotes sont nécessaires : un hote définitif hébergeant le stade sexuellement mature

du parasite et au moins un hote intermédiaire abritant des stades immatures et en développement.
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Les hotes paraténiques quant a eux, ne sont pas forcément nécessaires a la survie du parasite mais
servent de moyen de transport pour les formes larvaires (Klaus, 2005; Klimpel et al., 2019) et
permettent de combler les écarts écologiques trophiques et temporels entre les hotes intermédiaires
et définitifs, sans s'engager dans le développement du parasite. Cela permet au stade infectieux de
persister dans 1'environnement pendant de plus longues périodes, augmentant le risque d'ingestion

par I'hote suivant (Petri€ et al., 2011).

I.3.1. Parasitisme chez les céphalopodes

Les céphalopodes, avec leur role crucial dans les réseaux trophiques marins, sont des hotes
importants dans la transmission et les cycles de vie de plus de 200 especes parasites différentes
(Pascual et al., 1996; Petri¢ et al., 2011; Roumbedakis et al., 2018). Ils peuvent tre des hotes
définitifs pour les protistes, les dicyémidés, les monogenes et les crustacés, ainsi que des hotes
intermédiaires ou paraténiques pour les trématodes digenes, les cestodes et les nématodes
(Tableau IV) (Roumbedakis et al., 2018). Presque toutes les espéces exploitées connues de
céphalopodes abritent des parasites et S. officinalis ne fait pas exception ; divers parasites protistes
coccidies, microsporidies et ciliates, les mésozoaires dicyemides, et les métazoaires tels les
trématodes digenes, les cestodes, les nématodes, les brachyurans, les copépodes et les isopodes,

sont connus chez les juvéniles et les adultes de cette espece (Jereb et al., 2015).

Tableau IV : Taxons parasites infectant les céphalopodes (Roumbedakis et al., 2018)

Nautilida Spirulida Spiida Myopsida Oegopsida Octopoda Vampyromorpha
Protozoa (1)
Chromista (D) (7 (2 *(11) 9
Dicyemida *(31) < (5 *(59)
Monogenea *(2)
Digenea *2) (3 *(2) *(3)
Cectoda (6) (9 * (18) *(2)
Acanthocephala * (1)
Nematoda *3) <3 * (16)
Annelida *(4) *(4)
Crustacea (D) *(5) (5 *(4) *(13)

1.3.2. Cestodes

Les cestodes sont des plathelminthes exclusivement endoparasites, infectant les poissons
osseux, les oiseaux, les mammiferes, les amphibiens et les €élasmobranches comme hotes vertébrés

définitifs (Tableau V) ; les téléostéens, les mollusques, les crustacés et les mammifeéres marins
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sont considérés comme hotes intermédiaires/paraténiques, car ils accumulent souvent une série de

stades larvaires (Jensen et Bullard, 2010; Bennett et al., 2019).

Ces parasites hermaphrodites sont formés de trois régions corporelles distinctes : le scolex (organe
de fixation armé de crochets et/ou équipé de ventouses), le cou et un strobile aplati, segmenté et
compos¢ de proglottis individuels abritant un ou plusieurs ensembles d'organes reproducteurs
males et femelles (Figure 6). Ils peuvent atteindre une longueur considérable de plusieurs métres
et produire en continu des proglottis (segments contenant les ceufs) qui grossissent vers la fin du
corps ou ils atteignent également un stade de maturité plus développé et sont finalement excrétés
avec les déjections de 1'hote (Klimpel et al., 2019). Etant donné qu’ils n'ont pas de systéme digestif,
les cestodes doivent se fixer au tube digestif (ou occasionnellement ses organes associés) pour
absorber les nutriments directement par leur néoderme. Une fois ancrés a la paroi intestinale de

I'héte, ils restent stationnaires pour le reste de leur durée de vie.

rostellum—[

hooks

sucker

scolex
uterus

testis

sperm duct
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genital pore
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strobila

vitellarium
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Figure 6. Représentation schématique de 1'anatomie des cestodes (Klimpel et a/.,
2019)

La classe des cestoda est trés répandue dans le monde, elle est constituée de deux sous-classes :
les Cestodaria composés de deux ordres (Amphilinidea et Gyrocotylidea) et les Eucestoda qui
regroupe tous les autres ordres des cestodes. Bien que de nombreux travaux ont permis une
meilleure connaissance de la diversit¢ des cestodes, leur distribution géographique, leurs
association avec leurs hotes, leurs systématique, certains points restent encore a ¢élucider et a

clarifier (Olson et al., 2001; Caira et al., 2014). Le plus notable est le statut des cestodes hébergés
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par les ¢lasmobranches (requins, raies et torpilles) constituant I’ordre des Tetraphyllidea et dont la

paraphylie est avérée (Caira et al., 2014).

En 2014, Caira et ses co-auteurs ont mis de 1’ordre dans la phylogénie de ces plathelminthes
hébergés par les élasmobranches, en ¢élevant les familles Phyllobothriidae et Onchobothriidae de
I’ordre de Tetraphelidea au rang de deux nouveaux ordres, respectivement les Phyllobothriidea et
les Onchoproteocephalidea (Caira et Jensen, 2017). En conséquence, 19 ordres de cestodes sont
désormais reconnus. Caira & Jensen (2017) ont mis a jour la phylogénie profonde des Cestoda
trouvées chez les vertébrés. 4810 especes ont été recensées et validées chez les 19 ordres, ainsi
que leurs principaux groupes hotes (Tableau V). L’ordre des Cyclophyllidea reste de loin le plus
riche en espéces, avec plus de 50 % de toute la diversité¢ de cestodes connue, suivit par les

Onchoproteocephalidea avec 562 especes et 79 genres (Caira et Jensen, 2017).

Tableau V : Nombre d'especes valides de chaque ordre de cestodes et les principaux groupes

vertébrés hotes (Caira et Jensen, 2017)

Ordre Hétes principaux Nombre d’especes
Amphilinidea poissons osseux, tortues 8
Bothriocephalidea poissons 0sseux 132
Caryophyllidea poissons osseux 122
Cathetocephalidea Elasmobranches 6
Cyclophyllidea oiseaux, mammiferes, lézards et 3034
serpents

Diphyllidea Elasmobranches 59
Diphyllobothriidea Mammifeéres 70
Gyrocotylidea Holocéphales 10
Haplobothriidea poissons osseux 2
Lecanicephalidea Elasmobranches 90
Litobothriidea Elasmobranches 9
Nippotaeniidea poissons 0sseux 6
Onchoproteocephalidea

Onchoproteocephalidea I poissons osseux, tortues, oiseaux, 316

mammiferes, 1ézards et serpents

Onchoproteocephalidea I j,smobranches 246
Phyllobothriidea Elasmobranches 69
Rhinebothriidea Elasmobranches 136
Spathebothriidea poissons 0sseux 6
Tetrabothriidea oiseaux, mammiferes 70
“Tetraphyllidea” reliques Elasmobranches 104
Trypanorhyncha Elasmobranches 315
Total 4 810
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De plus, ces auteurs ont démontré le role important des élasmobranches en tant qu'hdtes définitifs
pour ces parasites. Cependant, leurs cycles de vie sont particulierement mal connus. La raison étant
la difficulté d'identification et d’association des larves de cestodes aux adulte (Caira & Jensen,
2014). Par conséquent, les larves de ces cestodes sont difficiles a identifier avec précision en
utilisant les critéres morphologiques (Jensen et Bullard, 2010; Caira et al., 2020). Néanmoins, les
méthodes moléculaires ont permis de surmonter cette contrainte par 1’enrichissement, bien que
encore insuffisant, des banques moléculaires en séquences nucléotidiques provenant de différents
marqueurs génétiques obtenus sur des cestodes d’¢lasmobranches (Brickle et al., 2001; H.

Randhawa et Brickle, 2011; Caira & Jensen, 2017; Tedesco et al., 2020; Caira et al., 2021).

I.4. Notion de phylogénie
1.4.1. Généralités

Le terme « phylogénie » fut inventé par Ernst Haeckel en 1866 pour définir I'enchainement
des espéces animales et végétales au cours du temps (Darlu & Tassy, 2004), puis repris par Charles
Darwin en 1872 dans la derniére édition du livre On the Origin of Species. Mais le concept de la
phylogénétique (la science des arbres évolutifs) est née un peu plus tot. En 1859, Darwin a introduit
dans sa premicre édition du livre On the Origin of Species la théorie selon laquelle les especes
évoluent au fil des générations, grace a 1’accumulation graduelle de différences dans les sous-
populations d’une espéce. Cette théorie est accompagnée de la représentation d’un arbre
phylogénétique, le premier jamais réalisé. La phylogénie est définie aujourd’hui comme 1'histoire
de la formation et de I'évolution d'une espéce (Darlu & Tassy, 2004), ou comme la reconstruction

du processus naturel de divisions répétées des populations par divergence génétique irréversible.

Un arbre phylogénétique est un graphe illustrant les relations de parenté. Il est composé d'une
succession de branches dont la jonction forme des nceuds correspondant a des ancétres communs
inférés, & partir desquels divergent des lignées différentes. A I’extrémité des branches terminales,
les feuilles figurent les taxons étudiés (Figure 7). Ces taxons forment soit un groupe
monophylétique (contient tous les descendants d'un seul ancétre), appelé aussi clade, soit un
groupe polyphylétique (contient des especes dérivées de différentes lignées souches et n'inclut pas
tous les descendants du dernier ancétre commun) ou bien un groupe paraphylétique (ne contient

que certains et pas tous les descendants d'un méme ancétre).
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Figure 7. Les différentes représentations d’un arbre phylogénétique et les groupements
possibles de taxons.

La signification de la longueur de ces branches dépend du type d’arbre en question. Dans un
cladogramme, la longueur des branches n’a aucune signification (Casane et Laurenti, 2012); mais
cette longueur peut étre une mesure quantitative des modifications de séquences génétiques
(mutation) ou des distances génétiques dans un phylogramme, les deux branches qui se rejoignent
a un nceud n’ont pas la méme longueur si les changements s’accumulent a une plus grande vitesse
dans une lignée par rapport a I’autre. Elle peut aussi représenter le temps écoulé entre deux nceuds

dans un chronogramme (Casane et Laurenti, 2012).

1.4.2. Phylogénie moléculaire

Cette discipline repose sur 1’analyse comparative des séquences nucléotidiques ou
protéiques, en supposant qu'ils sont homologues (partagent un ancétre commun) (Lemey et al.,
2009; Amit Roy, 2014). Elle a pour but de reconstruire les relations de parenté entre les organismes
en essayant de retracer I'accumulation des mutations (insertions, délétion, duplication...) au cours
de 1'évolution des espéces. Etant donné que la phylogénie moléculaire vient compléter les
méthodes traditionnelles de classification basées sur I'observation des caractéres morphologiques

et anatomiques, elle permet donc d’étudier 1’organisme sur le plan phénotypique et génotypique.

L'application de techniques de séquencage d'acides nucléiques puissantes et ultra rapides aux
études phylogénétiques, a conduit a une accumulation de grandes quantités de données de
séquence, ce qui a nécessité le développement de bases de données numérisées pour le stockage

de ces données telles que le National Center for Biotechnology Information (NCBI), la National
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Library of Medicine (NLM), le European Molecular Biology Laboratory (EMBL) ou la DNA

Database of Japan (DDJ) (Lemey et al., 2009). Pour pouvoir traiter toutes ces informations, des
outils d'analyse mathématique et statistique robustes sont essentiels. Les logiciels bioinformatique
tels que MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) et PHYLIP (Pylogeny Inference
Package) ou Clustal implémentent plusieurs algorithmes et sont particuliérement bien adaptés pour
analyser rapidement des ensembles de données relativement volumineux et avoir le meilleur
résultat grace auquels le chercheur peut tirer des hypothéses sur les liens génétiques des especes,

les états ancestraux des caractéres étudiés, la divergence ou la convergence des caracteres.

L’utilisation de marqueurs génétiques dans la phylogénie moléculaire de divers organismes est
devenue de plus en plus importante (Amit Roy, 2014). Le géne de I'ADNr 28S (la grande sous-
unité) par exemple, est un marqueur moléculaire couramment utilis¢ pour les études
phylogénétiques des plathelminthes et des taxons apparentés (Bennett et al., 2019). D’apres de
nombreux travaux (Fyler et Caira, 2010; Bennett et al., 2019; Tedesco et al., 2020; Caira et al.,
2021), les régions D1-D3 de ce gene (Figure 8) se sont révélées informatives pour définir les
limites des especes et pour résoudre les relations phylogénétiques interspécifiques entre les

cestodes.

rDNA locus

-

- - - ID—I7—E—I7 ---IE----}

Figure 8. Représentation schématique du géne de I'ADNr 28S (Eickbush et Eickbush, 2007

modifi¢)

1.4.3. Modé¢les et méthodes de la phylogénie moléculaire

Les modéles de phylogénie moléculaire peuvent étre classés en 2 groupes selon la stratégie
qu'elles utilisent (Tableau VII). Par exemple I’approche algorithmique neighbour-joining (NJ)
ainsi que Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) font partie des
méthodes basées sur la distance (¢galement appelées méthodes algorithmiques). Le Maximum de

parcimonie (MP), Maximum de vraisemblance (ML) et ’approche bayésienne sont les plus
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utilisées des méthodes basées sur les caracteres (méthodes de recherche d'arbre) (Samarasinghe et

al., 2019). 1l existe plusieurs logiciels gratuits mettant a disposition ces modeles phylogéniques.

Certains sont spécifiques pour une seule approche algorithmique et d’autres proposes toute une

gamme (Tableau VI).

Tableau VI : Caractéristique des algorithmes d’inférence les plus courants et les logiciels

bioinformatiques les prenant en charge

Méthodes Description Logiciels
Algorithme basé sur des caractéres qui vise a trouver l'arbre ou
PAUP*
MP 'ensemble d'arbres optimal (le plus parcimonieux) en minimisant les| MEGA
changements évolutifs PHYLIP
Algorithme bas¢ sur des caractéres qui repose sur la fiabilit¢ statistique. | pp*
Il vise 2 maximiser la valeur de la vraisemblance d'une hypothése| MEGA
ML . » . . | PHYLIP
(topologie arborescente) en utilisant une fonction de vraisemblance et a PhyML
obtenir la meilleure estimation de la vraie topologie RAXML
Un algorithme basé sur des caractéres, qui est également construit sur
une fonction de vraisemblance. Mais contrairement a ML, il attribue une
A h MrBayes
PPrOCR€ | qistribution de probabilité aux paramétres de nuisance plutdt que de les
bayésienne . ] BEAST
garder constants et utilise le model Markov chain Monte Carlo (MCMC)
pour trouver les arbres optimaux
Se concentrent sur le calcul des distances entre les paires de séquences PATP*
UPGMA /|t 1a recherche d'une topologie qui d le pl ible 2
NJ et la recherche d'une topologie qui correspond le plus possible a ces| MEGA
distances évolutives PHYLIP

Reconstituer la phylogénie a partir d'alignements de nucléotides ou d'acides aminés n'est pas aussi

simple qu'on pourrait I'espérer. Bien qu’il existe de nombreuses méthodes, il est rarement possible

de vérifier que l'on est arrivé a la bonne conclusion, d’autant plus que chacune de ces méthodes a

des limites et des faiblesse (Tableau VII), et aucune d’elles ne garantit que l'arbre phylogénétique

inféré soit totalement juste (Lemey et al., 2009).
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Tableau VII : Comparaison des forces et faiblesses relatives des méthodes les plus courantes de
reconstruction phylogénique (Sleator, 2011; Samarasinghe et al., 2019)

Basée sur les caractéres

Maximum
likelihood

Approche
bayésienne

* [dentifie de nombreux arbres
parcimonieux a partir desquels un
consensus est calculé

* Fournit des diagnostics pour chaque
longueur de clade et de branche en termes
de nombre de changements sur chaque
branche d'un arbre

* Peut déduire des états ancestraux

* Peut identifier des caracteres individuels
qui sont informatifs ou problématiques

* Bases statistiques solides

* Permet la comparaison de différents
arbres, paramétres et modeles

* Hautement précis

* Peut étre utilisé pour les ensembles de
données avec une divergence de séquence
¢levee

* Peut déduire des états ancestraux

* Permet I’identification des caracteres
individuels qui sont informatifs ou

~ problématiques

* Peut étre utilisé pour les ensembles de
données avec une divergence de séquence
¢levee

* Hautement précis

Méthodes Force Faiblesse
N ‘ ) . * Fournit un seul arbre
. UPGMA - Ut1’11se 1.1n modele d'évolution « Branche présentée sous
= moléculaire forme de distances par
f:j NJ * Fournit une longueur de branche opposition & des caractéres
’2 * Calculs rapides discrets
E * Impossible de déduire les
° états ancestraux
% * Ne peut pas identifier les
a caracteres individuels qui sont
informatifs ou problématiques
Maximum * Minimise le nombre d'étapes et donc le ¢ Relativement lent par rapport
parsimony nombre d'hypothéses supplémentaires a NJ, en particulier lorsqu'il

s'agit de grands ensembles de
données

* Ne convient pas aux
ensembles de données tres
divergents

* Pas idéal lorsque les taux de
mutation son trés inégaux et
les lignées son en évolution
rapide

* Nettement plus lent que les
méthodes alternatives et
exigeant en calcul

* Nettement plus lent que les
méthodes alternatives et
exigeant en calcul
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Toutes les méthodes énoncées plus haut peuvent ou doivent étre complétées par un bootstrap, une
méthode statistique utilisée pour vérifier la robustesse et la fiabilité de 1’arbre obtenu. Une valeur
de bootstrap (pourcentage entre 0 et 100%) est associée a chaque branche de I'arbre (Figure 9)

indiquant le nombre de fois ou cette branche a été retrouvée au fil des répétitions.

95 e A

87

68

82

79

99 == 0

Figure 9. Représentation des valeurs du bootstrap sur un arbre phylogénétique
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11. Materiels et methodes

L’étude a été réalisée a I’université Saad Dahleb Blida 1, faculté des sciences de la nature

et de la vie, département BPC, de mars a juin 2021. Elle a consisté en une étude phylogénique de

séquences d’ADN obtenues a partir de cestodes parasitant le céphalopode Sepia officinalis.
I1.1. Matériel
II.1.1. Matériel biologique

Deux spécimens adultes de Sepia officinalis (un male et une femelle) (Figure 10)
provenant de captures réalisées au chalut, le 06 Avril 2021. Ces seiches ont été achetées
directement chez des pécheurs du village cotier de Ain Tagourait (anciennement Bérard), situé
dans la wilaya de Tipaza, le méme jour et gardées au frais. Elles ont été transportées au laboratoire

le lendemain 07 Avril 2021, dans une glaciére, pour étre traitées.

Figure 10. Spécimens de Sepia officinalis péchés au niveau de Ain Tagourait, Wilaya de
Tipaza.

I1.1.2. Matériel non biologique
I1.1.2.1. Matériel du laboratoire

La récolte des cestodes parasitant Sepia officinalis a nécessité le matériel suivant :

- Ethanol 70% - Loupe binoculaire
- Eau distillé - Eprouvette graduée
- Ciseau - Pipettes pasteur

- Gants - Pissette

- Pinces - Micropipette

- Scalpel - Boites de Pétri

- bacs - Flacon
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I1.1.2.2. Séquences nucléotidiques

8 séquences nucléotidiques correspondant au domaine D1-D3 de I’ADNr 28S, générées
par I’analyse moléculaire de larves plérocercoides récoltées chez la seiche Sepia officinalis
(céphalopode) ont servi a 1’é¢tude phylogénétique. Deux autres séquences ont €galement été
intégrées dans notre analyse, 1’une correspondant a une séquence obtenue a partir d’une larve
plérocercoide récoltée chez le poulpe Octopus vulgaris Cuvier, 1797 (céphalopode) et une
séquence obtenue d’un cestode adulte récolt¢ chez la raie Raja asterias Delaroche, 1809
(¢lasmobranche).
Par conséquent notre étude a compris 10 séquences.
La raie et les 2 espéces de céphalopodes ont été capturées au cours d’opérations de péche menées
sur le littoral algérois (Benyahia, communication personnelle). Le prélévement des hotes et des
cestodes, la PCR ainsi que le s€équencage ont été réalisés dans le cadre d’un projet de recherche

national (Benyahia, communication personnelle) en suivant le protocole détaillé en Annexe 1.

3 séquences ont été générées par 1’analyse moléculaire des 8 individus analysés.
- Lapremicre séquence dont la taille est de 1263pb, est partagée par 3 larves récoltées chez Sepia

officinalis, notées S1, S2 et S3

- La deuxiéme séquence de 1289pb est partagée par 5 larves, dont 3 récoltées chez Sepia
officinalis (S4, S5 et S6), une récoltée chez le poulpe Octopus vulgaris désignée par OV1 et

une cinquieme correspondant a un cestode adulte récolté chez la raie Raja asterias et noté¢ Ral

- La troisieme séquence de 1297pb est partagée par 2 larves récoltées chez Sepia officinalis

marquées S7 et S8

Le domaine D2 (voir Annexe) situ¢ a I’intérieur du domaine D1-D3 de I’ADNr 28s a également

servi a une analyse phylogénétique des mémes 10 cestodes de notre étude.
I1.1.2.3. Outils bioinformatiques
Pour I’analyse moléculaire les outils suivant ont été utilisés :

» BLASTn ou Nucléotide BLAST (McGinnis & Madden, 2004):

Programme de comparaison de séquences nucléotidiques, utilisant un algorithme de recherche
des segments similaires entre une séquence nucléotidique requéte et toutes celles présentes dans

la banque de données du NCBI.
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» MEGA X logiciel qui permet d’effectuer une analyse statistique de I’évolution moléculaire,
I’alignement et la construction des arbres phylogénétiques (Kumar et al., 2018). Ce logiciel

intégre plusieurs programmes dont Clustal W qui a été utilisé pour I’alignement multiple.

I1.2. Méthodes
La méthodologie suivie pour le prélévement des parasites dans notre étude, a été réalisée
au niveau du laboratoire de la station expérimentale de la faculté des sciences de la nature et de la

vie.

I1.2.1. Prélévement

Nous avons procédé a la dissection et a I’examen de deux seiches Sepia officinalis pour y
rechercher la présence éventuelle de cestodes. Au cours de cette procédure, nous avons observé la
présence de spermatophores dans la poche de Needham (ou poche spermatophorique) chez le male
et d’ceufs lisses remplissant I’oviducte de la femelle (Figure 11). Les 2 individus étaient

sexuellement matures.

Poche de Needham

Sac d’ancre
Estomac
branchies

Figure 11. Dissection des deux individus Sepia officinalis (femelle a gauche et male a droite)

Pour une meilleure visibilité du tractus digestif, la poche d’encre a été enlevée chez les 2 seiches
(Figure 12). Apres isolement, les tractus digestifs ont été extraits et déposés dans des boites de

Petri remplies d’eau distillée, puis I’estomac et I’intestin ont été répartis dans des boites distinctes.
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Intestin
. C<'Jeur Branchies

Glandes digestives
Est Poche de
stomac Needham

Gonade male

Figure 12. Organes internes de I’individu male de Sepia officinalis

Une exploration minutieuse des parois de I’intestin et de 1’estomac a été effectuée sous une loupe
binoculaire. Elle a permis la découverte d’une larve vivante collée a la paroi de I’estomac du male
(Figure 13). Celle-ci a été prélevée a ’aide d’une pipette et conservée dans un petit flacon
contenant de 1’éthanol 70% préalablement préparé en diluant 100 ml d’éthanol 96% dans 40.85 ml
d’eau distillée. Le flacon a été étiqueté avec les références de cette larve (Hote, sexe de 1’hote, date

de prélévement, type de larve)

Figure 13. Larve de cestode (signalée par la téte de fleche noire) observée sous une loupe
binoculaire au niveau de I’estomac d’un spécimen male de Sepia officinalis

11.2.2. Identification moléculaire

Les étapes de I’identification moléculaire des parasites prélevés sont représentées dans le

diagramme suivant :
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Parasites

prélevés

o Extraction d'ADN génomique

o Amplification des régions D1-D3 par PCR

e Purification

e  Séquengage et Assemblage

I Analyse bioinformatique I

Figure 14. Workflow de I’identification moléculaire des parasites trouvés

Malheureusement, I’extraction d’ADN, la PCR, la purification et le séquencage n’ont pas été
réalisés dans cette étude par manque de matériels. Cependant, I’analyse bioinformatique a été faite
sur des séquences obtenues de 10 cestodes prélevés chez Sepia officinalis, dans le cadre d’un projet

de recherche national (Benyahia, communication personnelle).
I1.2.3. Analyse bioinformatique

L’analyse phylogénétique des 10 cestodes a été menée sur la région variable D1-D3 et une

région a I’intérieur de celle-ci, le D2, de I’ADNTr 28S.

Les deux analyses de ces deux régions nucléotidiques ont été traitées séparément en suivant la

méme procédure.
I1.2.3.1. BLAST

Le programme BLASTn a servi a la recherche de séquences nucléotidiques sur Genbank,

similaire a celles de notre étude, basée sur les critéres suivants :

» séquence du Gene ADNr 28S ou d’un segment comprenant les régions D1-D3 et/ou D2
» pourcentage d’identité élevé
» pourcentage de quary cover (couverture de la requéte) élevé

» valeurs de I’E-value égale a 0

En plus de ces séquences, deux autres ont été obtenues de Genbank (KF685883.1 et MT732143.1)
pour servir d’extra-groupe afin d’enraciner les arbres phylogénétiques.

I1.2.3.2. Alignement multiple par Clustalw
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Deux alignements distincts ont été réalisés, I'un sur le domaine D1-D3 de I’ADNr 28s et

I’autre sur le domaine D2 situé a I’intérieur du domaine D1-D3.

- Dans le premier cas, les 10 séquences de notre analyse, auxquelles nous avons rajouté 35
séquences parmi les plus similaires obtenues de Genbank aprées le BLAST, ont servi pour
I’alignement des séquences.

- Dans le cas du D2, 16 séquences parmi les 35 de 1’alignement précédent ont servies dans
le deuxiéme alignement, avec 8 autres du tableau IX et les 10 séquences D2 des cestodes

étudiés.

La forme FASTA a été utilisée pour toutes ces séquences. Et les deux alignements multiples ont
¢été réalisés a I'aide de 1’outil Clustalw inclus dans le logiciel MEGA X (téléchargé gratuitement
depuis le site officiel de MEGA). Ce logiciel a permis également de déterminer les sites
informatifs, qui correspondent a des gaps, des délétions ou des insertions de nucléotides, ou des
mismatchs (mésappariements) représentant des substitutions. Mais toutes ces mutations ne sont
pas forcément naturelles, elles peuvent-étre le résultat d’une erreur qui s’est produite dans la

manipulation des données apres 1’extraction d’ADN.
I1.2.3.3. Reconstruction de la phylogénie

Les 2 arbres phylogénétiques ont été construits a 1’aide de MEGA X. Ce logiciel a déduit
I'histoire de 1'évolution en utilisant la méthode du maximum de vraisemblance (maximum
likelihood) et le modele Tamura-Nei. Les arbres initiaux pour la recherche heuristique ont été
obtenus automatiquement en appliquant les algorithmes Neighbor-Join et BioNJ & une matrice de
distances par paires estimées a l'aide du modele Tamura-Nei, puis en sélectionnant la topologie
avec une valeur de probabilité de log supérieure. L'arbre est dessiné a I'échelle, avec des longueurs

de branches mesurées en nombre de substitutions par site.

Pour estimer la robustesse des nceuds, les valeurs des bootstraps ont été calculées pour 500 réplicas

dans chaque arbre. Les supports au niveau des nceuds sont considérés au-dela de 50%.
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II1. Résultats

Dans la présente étude, 10 individus de cestodes ont servi a 1’analyse : 8 larves

plérocercoides obtenues chez la seiche Sepia officinalis, une larve obtenue chez Octopus vulgaris
et un adulte récolté chez la raie Raja asterias. L’analyse moléculaire du domaine D1-D3 de
I’ ADNr 28S de ces 10 parasites a généré des séquences de tailles variables selon les individus. Un
décryptage minutieux a révélé que ces séquences étaient réparties en 3 groupes (Tableau VIII),
composés chacun de 2, 3 et 5 individus. Les tailles respectives de ces segments d’ADN de chacun

des groupes étaient de 1297pb, 1263pb et 1289pb.

Les résultats du BLAST ont montré que les séquences enregistrées provenant des cestodes
Acanthobothrium sp 16/04 (MN660287.1), Acanthobothrium sp 16/01b (MN660285.1),
Acanthobothrium sp 16/01c (MN660286.1), Acanthobothrium sp 16/64 (MN660289.1) et
Acanthobothrium sp 15/33b (MN660283.1) (Tableau IX), présentaient la plus grande similitude
génétique, avec un une identité génétique de plus de 99% (Tableau VIII) et une valeur d’E-value
de 0. Ces séquences proviennent de larves plérocercoides de cestodes qui appartiennent au genre
Acanthobothrium récoltées dans I’intestin du poulpe Octopus vulgaris péché dans les eaux
tyrrhéniennes des cotes italiennes (Tedesco et al., 2020).

Un deuxieme BLAST a été réalisé sur les séquences du domaine D2, pour une meilleure fiabilité
dans I’identification. La comparaison de ces séquences, de 654pb chacune, a révélée une similitude
de 100% entre le groupe composé de 2 individus (S7 et S8) et 3 des séquences citées dans le
Tableau VIII, avec un E-value toujours égal a 0 et un Quary cover (recouvrement) de 100%. Il

est donc évident qu’ils partagent la méme identité génétique.

Tableau VIII. Résultats du BLAST présentant les plus grandes similitudes génétiques

Séquences Taille Séquences de Genbank P1-b3 P2
(pb) % identité | Quary cover | % identité
S1;S2;S3 | 1289 | Acanthobothrium sp.16/04 | 99.44% 99% | 100% | 99.08%
S4;0V1; Acanthobothrium sp.16/01b | 99.52% 97% | 100% | 99.39%
Ral; S5; S6 1203 Acanthobothrium sp.16/01c | 99.37% 98% | 100% | 98.93%
Acanthobothrium sp.16/64 | 99.92% 97% | 100% | 100.00%
S7 ;S8 1297 | Acanthobothrium sp.16/01c | 99.92% 97% | 100% | 100.00%
Acanthobothrium sp.15/33b | 99.92% 97% | 100% | 100.00%

L’alignement multiple des séquences D1-D3 réalis¢é avec nos 10 séquences et 35 séquences

sélectionnées a partir du BLAST (Tableau IX) a fait ressortir 701 sites informatifs sur les 1568
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nucléotides de I’alignement. L’analyse de ces sites a révélé quelques transitions et transversions

entre nos séquences et celles qui partagent les identités génétiques les plus élevées :

» Entre le premier groupe (S1, S2 et S3) et Acanthobothrium sp.16/04 il y 2 transversions au

niveau des positions 364 et 891 et 4 transitions sure les sites 36, 563 et 613.

Entre le deuxieéme groupe (S4, S5, S6, OV1, Ral) et Acanthobothrium sp.16/01c il y a 2

transversions au niveau des positions 47 et 379, 3 transitions sur les sites 364, 527 et 639.

» Entre le troisieme groupe (S7 et S8) et Acanthobothrium sp.16/64, Acanthobothrium

sp.16/01c, Acanthobothrium sp.15/33b, il n’y qu’une seule transversion au site 1309.

Ces sites informatifs peuvent étre soit des mutations naturelles soit des erreurs de manipulation au

cours de I’amplification par PCR ou au cours du séquengage.

Tableau IX : Taxa obtenus de Genbank, inclus dans I’analyse phylogénétique

Individus Ordre | Hotes Localisation N° d’accés
Genbank

Acanthobothrium sp.16/04 Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660287.1

Acanthobothrium sp. 16/64 Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660289.1

Acanthobothrium sp. 16/01c Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660286.1

Acanthobothrium sp. 16/01b Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660285.1

Acanthobothrium sp. 15/33b Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660283.1

Acanthobothrium sp. 16/30 Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660288.1

Acanthobothrium sp. 16/01a Onch | Octopus vulgaris | Mer tyrrhénienne MN660284.1

Acanthobothrium brevissime Onch | Ensis minor Dall | Etats-Unis: Floride |GQ470112.1

Acanthobothrium sp. MS05-218-1 Onch | Lagodon Nord du golfe du KF685751.1
rhomboides Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-8 Onch | Diplectrum Nord du golfe du GQ470123.1
formosum Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-7 Onch | Diplectrum Nord du golfe du GQ470122.1
Jformosum Mexique

Acanthobothrium wedli voucher Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Z¢lande : | MH913271.1

Haseeb Randhawa: P962 ile du Sud

Acanthobothrium sp. 6C KJ-2010 Onch | Dasyatis say Nord du golfe du GQ470113.1

voucher MS05-50-9 Mexique

Acanthobothrium wedli isolate Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande : | MH924012.1

13CD Otago

Acanthobothrium wedli isolate 9CL | Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande MH924011.1

Acanthobothrium wedli isolate Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande | FJ357445.1

13CH

Acanthobothrium santarosaliense Onch | Heterodontus Basse-Californie du | GQ470115.1

isolate TE-136 mexicanus Sud du Mexique

Acanthobothrium wedli voucher: Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande : | MH913270.1

P961

Acanthobothrium sp. 2 voucher Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande : | MH686154.1

OMNZ:IV5693 ile du Sud

Onch : Onchoproteocephalidea

Phyll : Phyllobothriid
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Tableau IX (suite) : Taxa obtenus de Genbank, inclus dans I’analyse phylogénétique

Nom Ordre Hotes Localisation N° Genbank
Acanthobothrium sp. 6B KJ-2010 Onch | Dasyatis say Nord du golfe du | GQ470110.1
voucher MS05-50-7 Mexique
Acanthobothrium sp. 6A KJ-2010 Onch | Dasyatis say Nord du golfe du | GQ470108.1
voucher MS05-50-4 Mexique
Acanthobothrium sp. 6B KJ-2010 Onch | Dasyatis say Nord du golfe du | MH924013.1
voucher MS05-50-8 Mexique
Acanthobothrium hypermekkolpos Onch | Rhynchobatus Australie HQ917929.1
isolate CF33 laevis
Acanthobothrium hypermekkolpos Onch | Rhynchobatus Australie HQ917930.1
isolate CF34 laevis
Acanthobothrium mattaylori isolate Onch | Rhynchobatus Australie FJ843592.1
CF31 laevis
Acanthobothrium oceanharvestae Onch | Himantura sp Nord de FJ843594.1
isolate CF-93 'Australie
Acanthobothrium romanowi isolate Onch | Himantura sp Nord de FJ843598.1
CF-116 'Australie
Acanthobothrium sp. INC-2009 Onch | Himantura sp Nord de MH688727.1
isolate CF-53 'Australie
Acanthobothrium sp. 4 HR-2018 Onch | Bathyraja fles Falkland MH688726.1
magellanica

Acanthobothrium sp. 4 HR-2018 Onch | Bathyraja fles Falkland HQ917927.1
cousseauae

Acanthobothrium sp. 3 HR-2018 Onch | Raja montagui La mer du Nord MH688724.1

Acanthobothrium sp. 3 HR-2018 Onch | Leucoraja naevus | La mer du Nord MH688725.1

Acanthobothrium sp. MS05-568-1 Onch | Cynoscion Nord du golfe du | GQ470121.1
nebulosus Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-15 Onch | Diplectrum Nord du golfe du | GQ470119.1
formosum Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-3 Onch | Diplectrum Nord du golfe du | GQ470116.1
formosum Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-16 Onch | Diplectrum Nord du golfe du | GQ470120.1
formosum Mexique

Acanthobothrium sp. MS05-47-4 Onch | Diplectrum Nord du golfe du | GQ470117.1
formosum Mexique

Acanthobothrium filicolle voucher Onch | Zearaja nasuta | Nouvelle-Zélande | MH913266.1

Haseeb Randhawa: P484 : lle du sud

Onchobothrium antarcticum isolate 3 | Onch | Notothenia rossii | La baie de KF882020.1

I’ Amirauté
Onchobothrium antarcticum isolate 2 | Onch | Notothenia rossii | La baie de KF882021.1
I’ Amirauté

Acanthobothrium parviuncinatum Onch |Indéterminé -- EF095264.1

Crossobothrium laciniatum solate TE- | Phyll | Hexanchus Chili : Océan KF685883.1

127 griseus Pacifique
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Clistobothrium tumidum isolate LN- | Phyll | Carcharodon Etats-Unis : ocean | MT732143.1
15-1v carcharias Atlantique

La reconstruction phylogénétique basée sur le modele du Maximum Likelihood a générée 1 arbre
consensus (Figure 15).
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Figure 15. Arbre phylogénétique reconstituant les relations des larves de cestodes récoltées
chez Sepia officinalis Linnaeus 1758 péché¢ dans les eaux du littoral algérois. L’arbre est
reconstruit par la méthode du Maximum likelihood. Le support nodal n’est considéré que

pour les valeurs supérieures a 50%. L’encart est un agrandissement sur le clade regroupant

nos séquences
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Les 3 sous-groupes formés par les 10 cestodes récoltés chez Sepia officinalis forment 1 méme

clade ou il apparait que :

- le groupe constitué des larves plérocercoides S1, S2, S3, est le plus proche de celui composé de
S4, S5, S6, OV1 et Ral et présente la plus grande affinité phylogénétique avec la larve
Acanthobothrium sp. 16/04 (MN660287.1) récoltée en Italie chez Octopus vulgaris (Tedesco et
al. (2020) et dont il forme le clade frére (Figure 15, encadré vert).

- le groupe comprenant S7 et S8 a pour clade frere celui formé par Acanthobothrium sp. 16/64
(MN660289.1), Acanthobothrium sp. 15/33b (MN660283.1) et Acanthobothrium sp. 16/01c
(MN660286.1) correspondant aux larves de cestodes récoltées chez Octopus vulgaris par Tedesco

et al. (2020) dans les eaux italiennes (Figure 15, encadré bleu).

- Toutes les larves de notre analyse sont regroupées dans un clade monophylétique ne comprenant

que des individus correspondant au genre Acanthobothrium (Figure 15).

Ils partagent donc un ancétre commun dont ils dérivent, ce qui prouverait que les larves de notre

étude sont congénériques a Acanthobothrium.

Le deuxieme arbre phylogénétique (Figure 16) construit a partir de I’analyse du segment D2
confirme les résultats précédents. L’alignement des 10 séquences du domaine D2 de I’ADNr 28S

et de 24 séquences obtenus de Genbank, a présenté 1532 caracteres dont 676 sites informatifs.
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Figure 16. Arbre phylogénétique construit a partir des séquences D2 des cestodes
récoltées chez Sepia officinalis, Octopus vulgaris et Raja asterias du littoral algérois ainsi
que 24 séquences de Genbank. L’arbre est reconstruit par la méthode du Maximum
likelihood. Le support nodal n’est considéré que pour les valeurs supérieures a 50%.
L’encart est un agrandissement sur le clade regroupant nos séquences

Les 9 larves récoltées chez les céphalopodes et 1’adulte obtenu de la raie, forment un clade

monophylétique avec les mémes 6 especes d’Acanthobothrium sp citées plus haut (Figure 16).

Les relations entre les 3 différents sous-groupes formés par nos cestodes présentent une

topographie différente de 1’analyse phylogénétique réalisée avec le D1-D3 :
- le groupe constitué de S1, S2, S3, forme un clade a part (Figure 16, encadré vert).

- le groupe formé de S4, S5, S6, OV1, RAI1 et celui formé par S7 et S8 sont intégrés dans un méme
clade (Figure 16, encadré bleu).
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- S7 et S8 sont regroupés avec les cestodes Acanthobothrium sp. 16/64 (MN660289.1),

Acanthobothrium sp. 15/33b (MN660283.1) et Acanthobothrium sp. 16/01c (MN660286.1)

conservent les mémes rapprochements phylogénétiques observés dans 1’analyse du domaine D1-

D3 (Figure 16, encadré bleu).

Ces résultats permettent d’affirmer la monophylie des 10 cestodes de notre étude avec les cestodes
appartenant au genre Acanthobothrium. La robustesse de la topologie des clades regroupant les
sous-groupes de cestodes de notre étude semblent valider nos résultats. En effet, le bootstrap est

de 100% dans les deux analyses menées sur les domaines D1-D3 et D2.
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Etant considérée parmi les ressources halieutiques majeures en Méditerranée et dans les
eaux atlantiques, et vu son importance économique, la seiche Sepia officinalis a suscitée 1’intérét
des chercheurs. De nombreuses études ont traité différents aspects de sa biologie et de son écologie
(voir la synthése bibliographique). Cependant, la parasitologie de ce céphalopode et en particulier
les cestodes, est trés pauvrement documentée. Les quelques travaux menés dans ce domaine sont
relativement anciens et se résument a des observations morphologiques dont la majeure partie a
¢été faite par I’ichtyologiste R.P Dollfus. Ce chercheur a signalé la présence de larve de Scolex
pleuronectis unilocularis, Scolex pleuronectis bilocularis et Scolex polymorphus chez la seiche S.
officinalis en Méditerranée (Dollfus 1958, 1964). 1l a é¢galement mentionné des larves nommées
Scolex pleuronectis bilocularis, Scolex pleuronectis trilocularis, Dinobothrium plicitum Linton,
1922 et des larves correspondant & Phyllobothrium lactuca Van Beneden, 1850, hébergées
principalement dans le tractus digestif d’individus péchés en Atlantique. Toutes ces larves étaient
considérées comme des especes de Tetraphyllidea selon les régles taxinomiques admises a
I’époque. Il est intéressant de noter qu’aucun stade adulte n’a été observé chez la seiche, seuls des
stades larvaires de cestodes ont été signalés. Ceci peut étre la principale cause de ce manque de
documentation, car comme il a ét¢ précédemment mentionné, les stades larvaires des cestodes ne
ressemblent pas a leurs adultes, ce qui entraine de nombreuses confusions et erreurs dans

I’identification.

Néanmoins, les méthodes moléculaires ont permis de surmonter cette contrainte. Jensen & Bullard
(2010), dans leur étude sur les cestodes du golfe du Mexique, ont posé les fondations d’une
approche qui associe biologie moléculaire et morphologie. Car si I’individu peut passer par
différents phénotypes au cours de I’ontogenese, son génome cependant ne change pas. Il est donc
plus aisé de retrouver a travers une séquence d’ADN le lien commun entre le stade larvaire et
I’adulte qui lui succede. Depuis cette étude, les travaux utilisant cette approche sur les cestodes
des céphalopodes n’ont cessé d’augmenter mais aucune n’a abordée la parasitofaune de la seiche
commune. A notre connaissance nos résultats sont donc les premiers qui considérent 1’aspect

helminthologique de S. officinalis sur une base génétique.

L’analyse phylogénétique a dévoilé que nos 10 spécimens étudiés correspondaient au genre
Acanthobothrium Blanchard, 1848. Ceci est observable a travers les résultats du BLAST qui sont
résumés dans le tableau VIII. Ils montrent une similitude génétique ¢élevée sur les domaines D1-
D3 et D2 de I’ADNTr 288, entre nos cestodes et des plérocercoides appartenant a Acanthobothrium
récoltées par Tedesco et al. (2020) chez Octopus vulgaris de la mer Méditerranée. Certaines de

ces larves, Acanthobothrium sp. 16/64, Acanthobothrium sp. 16/01¢c, Acanthobothrium sp. 15/33b,
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partagent méme une identité¢ génétique parfaite (100%) sur le domaine D2 avec le sous-groupe
formé par les larves S7 et S8. Par ailleurs, les arbres phylogénétiques montrent d’une part la
monophylie de tous ces cestodes qui se sont regroupés dans un méme clade avec un support trés
robuste de 100%, confirmant ainsi ces résultats. Et d’autre part la dominance du genre

Acanthobothrium dans les taxons représentés dans ces 2 arbres.

Malheureusement on ne peut déterminer I’espece de ces Acanthobothrium. 11 est fort probable que
ces cestodes appartiennent a une espeéce non répertoriée dans Genbank, car malgré que ce genre
soit le plus diversifi¢ des Onchoproteocephalidea (Caira & Jensen, 2017), avec plus de 201 especes
validées (Tedesco et al., 2020), il n’y a que 18 séquences répertoriées dans Genbank. De plus, de
nouvelles espéces sont constamment découvertes (Franzese et Ivanov, 2020; Zaragoza-Tapia,
Pulido-Flores, et Monks, 2020; Van Der Spuy et al., 2020; Gallagher et Caira, 2020). Il est par
conséquent possible que les parasites de notre analyse appartiennent a une nouvelle espéce

d'4canthobothrium.

Acanthobothrium a un cycle de vie indirect et complexe, il peut parasiter entre 2 et 4 hotes
intermédiaires et/ou paraténiques avant d’atteindre son hote définitif. Les adultes
d’Acanthobothrium parasitent la valvule spirale de I’intestin des élasmobranches, mais les hotes
intermédiaires et paraténiques d’Acanthobothrium sont encore mal connus, et malgré que plusieurs

¢tudes aient été réalisées sur ces parasites au fil des années, pas un seul cycle de vie n'a été élucidé.

Les résultats présentés dans ce travail, permettent une meilleure compréhension des cycles
évolutifs d’Acanthobothrium. L’ analyse moléculaire a montré une légere variabilité génétique ente
les 10 individus de notre étude; il est ressorti qu’ils étaient répartis en 3 groupes, chacun divergeant
légerement des deux autres. Mais le plus grand écart de cette divergence génétique entre les 3

groupes est de 1,5%, donc cette divergence ne serait que le reflet d’une variabilité interspécifique.

Du fait que le groupe composé des 3 larves récoltées chez S. officinalis (S4, S5 et S6) et d’une
larve chez O. vulgaris (OV 1) comporte également un adulte (Ral), nous avons la preuve que cette
espece indéterminée d’Acanthobothrium utilise les 2 céphalopodes comme hoétes intermédiaires

ou paraténiques et Raja asterias comme hote définitif.

Ce dernier résultat contribue a accroitre 1’étendue des hotes intermédiaires recensés dans la
littérature et enrichit 1’état des connaissances actuelles. Les cestodes parasitent plusieurs hotes
avant d’arriver a 1I’hdte final, de plus la méme espece d’Acanthobothrium peut parasiter plusieurs
hotes définitifs. En d’autres termes elle peut utiliser deux voies alternatives pour compléter son

cycle évolutif.
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Dans le but d’identifier le cycle de vie du cestode dans les eaux algéroises a partir de notre analyse
moléculaire, nous nous sommes intéressés aux travaux réalisés sur Acanthobothrium ainsi qu’aux
proies et prédateurs de S. officinalis, étant donné que la transmission des larves dans un cycle

évolutif suit la chaine trophique (Rohde, 2005).

Plusieurs especes d’Acanthobothrium ont été signalées chez des ¢élasmobranches de la mer
Méditerranée (Caira et Jensen, 2017; Zaragoza-Tapia, Pulido-Flores, Gardner, et al., 2020). Nous

avons recensé en tout 20 espéces d’Acanthobothrium et 18 espéces de raies et requins constituant

leurs hotes définitifs. Toutes ces espéces sont regroupées dans le tableau XI.

Tableau XI : Liste des especes d’Acanthobothrium trouvés chez des élasmobranches en

méditerranée
Espéces Hotes
1 | A. batailloni Mpyliobatis aquila
2 | A. benedeni Raja clavata, Dasyatis violacea, Torpedo marmorata, Raja asterias
3 Raja batis, Scyliorhinus stellaris, S.canicula, Mustelus mustelus,
A. coronatum . .
Dasyatis pastinaca, Torpedo marmorata, T. torpedo
4 | A. crassicolle Dasyatis pastinaca
5 | A. dujardini Raja clavata, Raja montagui, Raja brachyra
6 | A. edwardsi Leucoraja fullonica (Raja fullonica)
7 | A. filicolle Torpedo marmorata, Torpedo torpedo
8 | A. incognita Dasyatis pastinaca
9 | A. intermedium Dasyatis pastinaca
10 | A. magnum Pteroplatytrygon violacea (Dasyatis violacea)
11 | A. mathiasi Mustelus mustelus
12 | A. minus Raja asterias
13 | A. musculosum Pteroplatytrygon violacea (Dasyatis violacea)
14 | A. ponticum Raja clavata, Dasyatis pastinaca
15 | A.quadripartitum | Leucoraja naevus (Raja naevus)
16 | A. rajaebatis Dipturus oxyrinchus (Raja batis), Raja alba
17 | A. septentrionale | Raja batis
18 | A. zschokkei Torpedo torpedo (as Torpedo ocellata), Torpedo marmorata
19 | A. australis Squalus megalops
20 | A. chengi Bathytoshia lata (Dasyatis lata)

De tous les hotes cités dans ce tableau, 16 font partie de la faune ichtyologique de la cote algérienne
(Refes et al., 2010). A partir des données connues sur la distribution bathymétrique et le régime
alimentaire de ces ¢lasmobranches, une liste des hotes définitifs potentiels pouvant faire partie du

cycle de vie des cestodes étudi€s, a été établie (Tableau XII).

Tous ces ¢élasmobranches sont des especes cotieres vivant entre la surface et des profondeurs

variables d’une espece a une autre, allant jusqu’a 800 m pour certaines (Séret, 2010).
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I1 a été démontré dans de nombreuses études que les céphalopodes font partie, avec les téléostéens
et les crustacés, des proies préférentielles de toutes ces especes. Des études basées sur ’analyse
des contenus stomacaux des raies Raja asterias, Raja clavata, Raja alba, Torpedo torpedo et
Mpyliobatis aquila ainsi que le requin Scyliorhinus canucula, péchées dans les cotes tunisiennes,
ont signalés S. officinalis comme étant proie ingérée de ces ¢lasmobranches (Azouz et Capapé,
1971; Christian, 1976; Capapé et Quignard, 1977; Kamel-Moutalibi et al., 2013; Kadri et al.,
2014). Mustelus mustelus, Scyliorhinus stellaris, Dasyatis violeacea et Dasyatis pastinaca ont été
classés parmi les prédateurs de la seiche commune dans d’autres travaux (Capape, 1975; Yeldan

et al., 2009; Lipej et al., 2013; Jereb et al., 2015).

Pour les 6 autres raies restantes, peu d’études ont été réalisées sur leur régime alimentaire. Mais
étant donné qu’ils s’alimentent préférentiellement d’especes benthiques (Farias et al., 2006;
Capapé et al., 2007; Ebert & Bizzarro, 2007; Mulas et al., 2015) et que S. officinalis a un mode
de vie necto-benthique, ceci peut amener le recouvrement des niches écologiques de ces especes.
Et donc il est fort probable qu’elle fasse partie de leur régime alimentaire, mais le manque de

donnés ne nous permet pas de le confirmer.

Tableau XII : Elasmobranches du littoral algérien pouvant constituer des hotes définitifs pour

Acanthobothrium
Prédateur
Taxons Espéces de Sepia Références
officinalis
< | Carcharhiniformes
D
=
E Triakidae Mustelus mustelus Oui Jereb et al. (2015)
& Scyliorhinidae | Scyliorhinus canucula Oui Azouz & Capapé (1971)
Z Scyliorhinus stellaris Oui Jereb et al. (2015)
Raja asterias Oui Capapé & Quignard (1977)
Raja clavata Oui Kadri et al. (2014)
Rajiformes ﬁa]:a mantagui Probable /
Rajidae aja brach)'/ura Probable /
Raja fullonica Probable /
Raja naevus Probable /
g Raja alba Oui Azouz & Capapé (1971)
g Raja batis Probable /
A | Torpediniformes Torpedo torpedo Oui Kamel-Moutalibi et al.,
Torpedinidae (2013)
Torpedo marmorata Probable /
Myliobatiformes
Dasyatidae Dasyatis pastinaca Oui Yeldan et al. (2009)
Dasyatis violeacea Oui Jereb et al (2015)
Myliobatidae Mpyliobatis aquila Oui Christian (1976)
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I1 est important de noter qu’Octopus vulgaris a été trouvé dans 1’estomac de Raja asterias, Raja
clavata, Raja batis, Dasyatis pastinaca et Mustelus mustelus (Capapé et Quignard, 1977; Yeldan
et al., 2009; Kadri et al., 2014; Jereb et al., 2015; Mulas et al., 2015) et qu’il est possible qu’il soit
également une proie des autres espéces citées dans le tableau XII. Etant donné que le role de ce
céphalopode dans la transmission du genre Acanthobothrium a été attestée par nos résultats, notre
analyse phylogénétique nous permet de suggérer fortement que Sepia officinalis et Octopus
vulgaris constituent des hotes intermédiaires dans le cycle évolutif de ce cestode. L’une des 20
espéces du tableau XI constitue un candidat potentiel pour I’espéce non identifiée de notre

analyse.

La seiche S. officinalis est une opportuniste qui chasse les proies les plus disponibles dans son
environnement immédiat, elle se nourrie des crustacés et des petits poissons osseux qui sont ses
proies préférentielles, mais aussi des mollusques bivalves, gastéropodes et méme des
céphalopodes. Il se trouve que ces créatures marines font aussi partie du régime alimentaire du
poulpe commun Octopus vulgaris (Ambrose & Nelson, 1983; Guerra & Nixon, 1987; Jereb et al.,
2015). 1l se pourrait donc que ces proies jouent le role de vecteurs de transmission pour les larves

de notre Acanthobothrium chez les 2 céphalopodes.

Le tableau XIII regroupe quelques especes de proies signalées en Méditerranée (Azouz &
Capapé, 1971; Ambrose & Nelson, 1983), partagés entre S. officinalis et O. vulgaris, chez qui des

cestodes ont été observés.

Tableau XIII : Espéces proies communes entres Sepia officinalis et Octopus vulgaris, chez
lesquels des larves de cestodes ont été observés.

Taxon Espéces proies Cestodes observés Références
Os;eellzl:)g{le);es 29 especes indéterminées | Scolex polymorphus | Dollfus (1923)
Crustacea

Amphipoda | Gammarus locusta Scolex polymorphus | Dollfus (1964)
Decapoda Carcinus maenas Onchobothriidae Dolfus (1923)

) ) . Vivares (1971)

Maja squinado Onchobothriidae Dollfus (1974)

Liocarcinus vernalis Onchobothriidae Vivares (1971)

Macropipus tuberculatus | Onchobothriidae Vivares (1971)

Etant donné que les ¢lasmobranches se nourrissent aussi de crustacés et de poissons, il n’est pas
exclu que toutes les especes citées ici soit parmi leurs proies. Il se trouve qu’une analyse des

contenus stomacaux de Raja clavata a révél¢é la présence de Maja squinado (Kadri et al., 2014).
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D’autres analyses ont ¢galement retrouvées 2 de ces crustaces chez les hotes définitifs potentiels
cité en haut : Dorippe lanata est retrouvé chez Raja asterias (Capapé et Quignard, 1977), Raja
clavata, Dasyatis pastinaca et Myliobatis aquila qui contenait aussi Macropipus tuberculatus
retrouvée également chez Raja batis (Azouz et Capapé, 1971). Ces observations indiquent que les
poissons téléostéens et les Crustacés décapodes et amphipodes sont sans doute les premiers hotes

intermédiaire d’Acanthobothrium.

A travers tous ces résultats, il est possible de proposer un cycle évolutif pour Acanthobothrium

trouvé chez S. officinalis du littoral algérien, d’apres le scenario suivant :

L’adulte hermaphrodite parasitant I’intestin spiral d’un élasmobranche (Carcharhiniformes,
Rajiformes, Torpediniformes ou Myliobatiformes) produit des ceufs qui sont excrétés avec les
déjections de I’hote dans la mer. Les ceufs contenant une larve hexacanthe sont ingérés par un
premier hote intermédiaire, un crustacé (amphipode, décapode) ou un poisson téléostéen, chez qui
elle évolue en larve procercoide. Ensuite cet hote est consommé, et la larve est de ce fait transférée
vers le consommateur. A partir de ce point, 2 scénarios sont possibles : le prédateur du
crustacé/poisson infecté peut étre soit 1’un des 2 céphalopodes (Sepia officinalis ou Octopus
vulgaris) qui devient le deuxiéme hote intermédiaire chez lequel la larve procercoide se développe
en larve plérocercoide (Figures 17), soit un autre crustacé/poisson. Dans ce cas, ce dernier devient
le deuxieme hote intermédiaire qui procure a la larve procercoide 1I’environnement approprié pour
quelle se développe en larve plérocercoide. Le céphalopode ici intervient comme hote paraténique
en ingérant le deuxieme hote intermédiaire (Figures 18). La larve complétera son développement
vers le stade adulte, lorsque le dernier hote intermédiaire ou paraténique aura été la proie de

I’élasmobranche hote définitif,
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Hote définitif
Elasmobranche (Carcharhiniformes, Rajiformes,
Torpediniformes ou Myliobatiformes )

’ ? Eufs
Hexacanthe @
Lar\ es iy
2¢r hote intermédiaire plérocercoide
- y 2°" hote intermédiaire

Octopus vulgaris
Sepza officinalis

=
Larves
procercoide

1°" hote intermédiaire
Crustacés (amphipode, décapode),
poisson téléostéen

Figure 17. Proposition de cycle évolutif pour Acanthobothrium sp. dans les eaux algériennes

Hote définitif
Elasmobranche (Carcharhiniformes, Rajiformes,
Torpediniformes ou Myliobatiformes )
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Crustacés (amphipode,
décapode), poisson téléostéen

2°" hote intermédiaire
Crustacés (amphipode, décapode),

poisson téléostéen

Figure 18. Proposition de cycle évolutif pour Acanthobothrium sp. dans les eaux algériennes
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Conclusion

Dans la présente étude, nous avons réalis¢ une analyse phylogénétique des cestodes
parasitant la seiche commune Sepia officinalis du littoral algérois. L’identification de ces parasites
et la reconstruction de leur phylogénie ont été réalisées grace a une analyse moléculaire des

marqueurs D1-D3 du géne 28S largement utilisé dans la phylogénie des cestodes.

La comparaison et I’alignement des séquences des 10 cestodes qui ont servi a cette étude avec

celles obtenu a partir de Genbank nous ont permis d’étudier la diversité génétique entre eux.

Nos spécimens partageaient une identité génétique €levée avec des larves plérocercoides du
cestode Onchoproteocephalidea Acanthobothrium sp. parasitant le poulpe Octopus vulgaris de la
mer Méditerranée. Cette similitude génétique élevée, combinée aux résultats de 1’analyse
phylogénétique a permis d’assigner nos parasites au genre Acanthobothrium. C’est pour la
premiere fois que ce dernier est identifi¢ chez Sepia officinalis, et cela grace aux marqueurs

moléculaires utilisés.

Dans I’échantillon de cette étude, un individu correspondait a un adulte Acanthobothrium sp.
provenant de I’intestin d’une raie Raja asterias. Ce résultat nous a permis de mettre en évidence
la contribution de Sepia officinalis et d’Octopus vulgaris dans la transmission des larves du genre

Acanthobothrium infectant les ¢élasmobranches, en particulier Raja asterias.

A la lumiére de nos résultats, nous avons proposé 20 especes potentielles pouvant figurer les larves

d’Acanthobothrium non identifiées spécifiquement.

Le présent travail est le premier qui considere 1’aspect helminthologique de S. officinalis sur une
base génétique et contribue a une meilleure compréhension des cycles évolutifs du cestode
Acanthobothrium dans les eaux du littoral algérois. Cependant, nous n’avons pas pu identifier les

10 cestodes au niveau de ’espece par manque de données moléculaires dans Genbank.

Un travail plus approfondi, basé sur un échantillonnage plus important de seiches Sepia officinalis
et d’élasmobranches, un élargissement des marqueurs moléculaires pour I’analyse phylogénétique
et moléculaire, pourrait confirmer ces résultats, et contribuer a enrichir les bases de données

moléculaires encore insuffisante a ce jour.

De telles études pourraient étre utilisées non seulement pour une étude sanitaire des ressources
halieutiques des cotes algériennes, une meilleure connaissance de la biodiversit¢ de la
parasitofaune, des relations trophiques dans le milieu marin et I’¢lucidation des cycles évolutifs

des cestodes largement inconnus.
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Annexe

Annexe 1 : protocole suivi pour 1’obtention des séquences utilisés dans 1’étude présente

Prélévement des parasites.

Extraction d'ADN génomique grace au kit QIAamp® DNA Micro Kit (KIAGEN,
Allemagne) en suivant les instructions de fabricant.

Amplification des marqueurs moléculaires D1-D3 et D2 (régions englobées dans le géne de
I'ADNr 28S) par réaction de PCR en utilisant le kit GoTaq DNA polymérase (Promega), les
amorces LSUS et 1200R (Figure 19), un thermocycleur (PTC 100, Bio-Rad). Ceci sous les
conditions suivantes : 2 min 30 s de dénaturation a 96°C ; 40 cycles de 30 s 4 96°C, 20 s a
62°C, et 40 s a 72°C suivis par une étape de polymérisation a 72°C pendant 90 secondes.
séparation des produits de PCR sur gel d’agarose a 1,5 %

Estimation des concentrations d’ADN au marqueur de taille 100pb DNA ladder (Promega).
purification des produits en utilisant le kit Wizard SV Gel&amp; PCR Clean-Up System
(Promega) selon les instructions du fournisseur.

séquencage réalisé avec le kit GenomeLab DTCS-Quick Start (Beckman Coulter) et les
amorces externes LSUS et 1200R, internes ECD2 et 300F amplifiant la partie centrale du
domaine D1-D3 couvrant la région variable D2 (Tableau XIV) par la technique de Dye
Terminator qui est une adaptation de la technique de Sanger (Sanger et al., 1977), a I’aide
d’un séquenceur automatique Ceq 8000 (Beckman Coulter).

Assemblage et correction des séquences contigués a 1’aide de logiciel Sequencher 4,5 TM
(Gene Codes Corp., Ann Arbor, MI, Etats-Unis). Les régions sans chevauchement situées

en amont et en aval de la séquence ont été retirées avant I’analyse.

Tableau XIV : amorces utilisées pour les PCR avec indication du sens de la séquence et la

référence
Amorces Séquence 5°-3° Direction | Référence
LSUS 5" TAGGTCGACCCGCTGAAYTTAAGC- 3’ | Forward | Littlewood
1200R 5" GCATAGTTCACCATCTTTCGG- 3’ Reverse | etal.,2000
300F 5’-CAAGTACCGTGAGGGAAAGTT- 3’ Forward
ECD2 5’-CTTGGTCCGTGTTTCAAAGACGGG- 3’ | Reverse

Le domaine D1-D3 amplifié et séquencé est représenté ci-apres (Figure 19).
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Figure 19 : Organisation générale des génes ribosomaux sur I’ADN eucaryote et
représentation de I’emplacement du domaine D1-D3. Les amorces externes sont LSU 5 et
1200R et les amorces internes sont 300F et ECD2 (Benyahia, communication personnelle).
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